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RESUME'O 

Introducción: El gen A2.\f :-:e localiza en 12p12.3. rnidc 48 kb y está constituido por 36 

cxoncs_ codifica para !a proteína alt'n-2-inacroglobulina (u-2111)_ su i..:structura pri1naria 

aharca 1451 an1inoácidos y pesa 180 kDa. La proteína u-21n funciona co1no una tra1npa 

rnokcular inhibiendo !a función de di\'crsas protcasas. St: han descrito aproxiinudarncntc 15 

Yarianti.::s en la región codificadora Jd gen. dentro de las cuales sc encuentra d 

polin1orfismo rs669:A>G. l\1aterial y métodos: Se analizó un grupo constituido por 112 

muestras de DNA mediante reacción en cadena de !a poli1ncrasa (PCR). r:1 fragn1cnto 

an1plificado fue digerido con la enzima de restricción Jfhol y incdiantc corrin1icntos 

c!cctroforéticos en geles de poliacrilmnida leiiidos con nitrato de plata. s..: n;alizó la 

identificación de los po!iinorfisn1os. El nivel de significancia fue considerado con10 p<0.05. 

Resultados y Discusión: Se genotipificaron 112 inuestras de DN/\ para el poli1norfisn10 

rs669:/\>G. 46 individuos presentaron genotipo (-'\/;\). 56 {/\/G) : 10 (<J/Ci). Las 

frecuencias alélicas fueron 0.66 parad al..:o /\y 0.3..f. para (J. r l anú!isis de las frecuencias 

genotípi<.:as del poli1norfis1110 rs669:/\:.· (j se encontró l'."11 EH\V con una p:o..0.2936. Nuestro 

resultado n1uestra una tendencia de! alelo J\ en la población estudiada. si1nilar a lo 

repot1ado en las poblaciones italiana. holandesa. húngara y chinn. 

VII 



l. ANTECEDENTES 

1.1 . Alfa 2-macroglobulina 

La superfamilia de las alfa macroglobulinas comprende inhibidores de proteasas y 

componentes del complemento. Dentro de los inhibidores de proteasas, la alfa-2-

macroglobulina (a-2m) encontrada en la circulación de muchos vertebrados, es un inhibidor 

con amplia especificidad, pertenece a las glicoproteinas de alto peso molecular y es la más 

representativa de la superfamilia de las glicoproteínas thiol éster (Sottrup-Jensen, 1989a). 

Homólogos de a-2m se remontan a los artrópodos, por ejemplo, el cangrejo herradura 

(Limulus póliphemus), especie que apareció hace más de 550 millones de años. En 

humanos, se produce principalmente en hígado y se encuentra en grandes concentraciones 

en suero y en fluido cerebroespinal (Tayade et al .. 2005: Saunders et al., 2003). 

1.2. Estructura de a-2m 

La proteina a-2m es un tetrámero, formado por dos pares de dímeros, cada uno de éstos 

integrado por dos monómeros unidos por puentes disulfuro. La estructura primaria abarca 

1451 aminoácidos y pesa 180 k.Da (Arnold et al,. 2006; Sottrup- Jensen et al,. 1984) (Fig. 

1) 

B 

Ftgural. A. Estructura tridimensional del complejo fonnado 

por a-2 macrglobulina-<¡uimiotripsina. B. Dímero de a-

2macroglobulina. la cadena polipeptídica se encuentra unida por 

dos puentes disulfuro en forma antiparalela. los dominios de la 

región de anclaje y tiol ester se encuentran cerca de la cavidad 

central de la estructura y el dominio de unión al receptor se 

encuentra en la región de la C-tenninal de las subunidades 

(Kolodzicj. et al. 2002) 

1 1s-C,~Q1•-=il'"!"7-!i-s-----, 
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En la estructura de la proteína existen múltiplt'.'s sitios reat.:tivos. lo que sugiere que tienc 

funciones diversas ) complejas. Los sitios reactivos quc han :-;ido caracterizados son los 

siguientes (Bortll. 1992): 

1. La región de ancl<\ie: se encuentra localizada cntrc los re::-;iduos 666 - 706. es una 

rcgión de 25 an1inoácidos que puede ser hidrolií'ada por la inayoría dc las 

proteinasas. ya sean endógenas o cxógcnas con10 es d caso de algunos venenos. 

2. Sitio tiol éster: este posee un enlace ~-ci:;tcinil-r-glu1a1nil intracatcnario quc se 

encuentra cn el centro de una región muy conservada entre los residuos de 

an1inoúcidos 9-1-3 - 969. El puente formado entrc Cbtcinil y Cilutamil es lábil y 

fúcilmentc cst.:indih\c por el calor. Esta unión con1i.:nzó a si.:r estudiada en 1942. 

proponi0ndo.'-e la posibilidad de que existieran pui.:-ntcs tiul éster en la estructura 

interna de las proteínas. y no fue hasta 40 ai'ios después que se identifica \a 

t::strut.:tura propuesta. 

3. El sitio de unión del n.:ccptor: este sitio si.: encuentra en el extn::n10 C-tcnninal. 

abarca 138 aminoúcidos y es expresado cuando se rmnpi.: el enlace tiol éster. El 

receptor para u-2111 ha sido identificado en fibrob\astos. hcpatocitos. astrocitos. 

adipocitos. sincitiotrofoblastos. monocitos y macrófr1gos. 

-1-. El sitio rcacti\'o transglutaininasa: cstú loi.:alizado cerca de la región de anclJjc 

(aproximadan1ente 20 aininoát.:idos río arriba del sitio dc ro1npi1nicnto de \a 

protcinasa) y es acccsiblc en la 1nokcula nativa 

1.3. Función de u-2m 

La funt.:ión 1ncjor estudiada de la proteína es su activid~1J inhibitoria de las cuatro clascs de 

protctL-.;as (."i.::rina. cisteína. inctaloprotea:c;as y protcinasas de asp~lrtico) (1\shcom et al .. 

1990: Strickland et lll .. 1990: Lillis et al .. 2008). El 1necanisn10 dc inhibición cs por un 

in1pedi1nento cst0rico l!nn1ado ··Trainpa l\i[o\ecu\ar"· (Fig. 2). Las suhunidadcs de a-2111 

contknen una región de anclaje: central sensihlc a degradación por proteólisis. El 

2 



ron1pimiento de esta región por una proteasa induce un cainbio confonnacional en a-2m y 

con10 consecuencia el secuestro de la protcasa. Por Jo tanto. el acceso de posibles sustratos 

al sitio reactivo de dichas proteasas C.5 hloqueado. El catnbio confonnaciona! expone su 

do1ninio C-tenninal pennitiendo la unión a su receptor especitico alfa-2 n1acroglobulina 

receptor (a-2n1R) . .1\dcn1üs de la unión dc !a u-21n a proteasas. ésta se une por enlaces no 

covalentes a otras proteínas (Cialliano et al .. 2006: Fc!dman et al._ 1985). 
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Fi¡:ura ]· ~1odclo de u-2m (;\) ;i_1okcul:1 n:11i,a :icomp:1ii:ida p()r un esqucnrn d~· la proyección en micro1J.r:oti;o ckcirónic;i 

(Cum.lro). (B) [\ c:imbio confomiaciona\ de b mnl<'cula con un esquema 1.k microgr:ifla .::lc..:núnic,1 (cuadn>). La..~ flcch<is 

¡wq1a:ii,1s ind1e.111 el ,;i1io <k rccln10cimiento del receptor {C) Caplurn <l.:: l:i pro1cn~:1 por este inluhi<llll' 1Fddmnn ~·1 :il. 

1')85) 

Fisiológicamente la función n1ús i1nportante de u-2m en la circulación es prohablcrnentc la 

captura de cndopeptidasas para ser inhihidas. debido a la e:-:trc1na rapiJcz con la que los 

coinpk:jos enzi1na- u-21n son cliininados Je] p\as1na. De esta manera la proteína puede 

nyudar en la rcgulación de la actividad prntt.:-olítica e:-:trucdular. rcsultadn de la coagulación 

y fíhrinólisis. así con10 la liberación de proteasas de granulocitos y otras c¡¿lulas pro­

inflainatnrias. Adcinús tk lo anterior. se ha sugerido que u-21n puede contrihuir en las 

defensas del organis1no contra patúgenos in\"asorcs ( Barrct y S11arkt.:-y. 197 3 ). 
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t...t. Síntesis de u-2m 

Nu1nerosos linajes de células. incluidos los fihroblastos de pulmón. monocitos. n1at:rófrigos. 

hcpatocitos y astrocitos. sintetizan u-2n1 (Zhang. et o! .. 2006). Algunas líneas de cdulas 

tu1norales son capaces de producir cantidades sig.nilicath-as de u-21n. Tal \"CZ las 

diferencias cuantitativas en la síntesis de u-21n in vivo e in vi/ro n1ás estudiadas son las de 

!as células del 1nelano1na. Estudios de lninunohistoquímica de tu1norcs priinarios y 

n1c1astásicos n1ostraron que aproxi1nada1ne11te d 33º/o di.:: las células del 1nelano1na i.::xpri.::san 

u-2m intracelular lo que sugiere la síntesis de o.-2111 por estas células (Borth. 199:2). 

1.5. a-2mR 

El receptor para la proteína a-21n (o.-21nR) es t:odilicado por el cro1noson1a 12q13. \-\3.3. 

(()M\l'vl" 107770) Es una glicoprotl..'!"Ína de superficie celular de aproxi1nada1ncnte 600 k\)a 

(contiene dos cadenas una pesada de j\5 kDa y una liviana de 85 kl)a) (Jcnner et o!., 

1998). Pertenece a la Camilia de receptores Ll)l, (Lo,v-dcnsity lipoprotcin). la cual 

d..:se1npci1a diversas funciones en varios procesos biológicos incluyendo c-1 nk·tabolis1no d.:: 

las lipoproti.::ínas. degradación de prote<l<>as. activación de enzimas lisoso1naks. )' \a .::ntrada 

i.::c\ular de to:-.:inas bacterianas y virus (Lillis et al., 2008). Este se encuentra en varios tipos 

de c0lulas incluyendo hepatocitos. 1nonocitos. líhroblastos y 1nacrófO.gos ( Williains. 1992) 

y pcn11itc la rápida captación y degradación de u-21n in vi,·o e in vitro. ( Gonzalez-Cirono\\'· 

el uf.. 2006). 

1.6. El gen . .\21\.l 

El gi.::n .-12.\I se localiza en 12pl2.3-13.3. tien.:: 48 kb. está constituido por 36 cxoncs y 

codifica para la proteína u-2m (Po\\er et al.. 1991). Se han descrito aproximadrnnenti.: 15 

\arianti.::s en la ri.:gión codificadora del gen. Po\lcr et al .. (l992i identificaron el 

po\i111ortís1no de un solo nucleútido (SNP) rs669: A>CI (www.hgvs.org). el eual eonfii.::r.:: un 

cainhio en \a proti.:ína. substituyendo al a1nino[1cido bolcucina ubicado en la posición 1000 

por \·alina (ilc\OOOVa\). este SNP se loca\i;a en el e:-.:ón :24 cerca del sitio thiol é~tcr 

(Colacicco el al .. 2007: Pollcr el al .. 1992) (íig. 3). i\urn .. 1uc i.::l efecto de este poli1nor!is1110 

en la proteína ulÍn no ha sido descrito se ha sugerido que la sustitución del a1ninoúcido 



isoleucina por valina ejerce cambios confonnacionalcs en el sitio de unión de la proteína, 

impidiendo así, la función reguladora de a-2rn sobre las proteasas . 

... -12pl2.3 .... ~ 

El<On 2A 
!!! 3' ti 
:: ~1111 111111 111 - i} ---Cromosoma 12 

1111 1 11 11 11111111111 llJ 

Figura 3: Estructura del gen A2M y localizaci6n del polimorfismo rs669: A>G 

l. 7. Polimorfismo rs669: A>G 

Existen pocos estudios sobre la asociación del polimorfismo rs669: A>G con algún tipo de 

patología. Los únicos reportes corresponden a estudios de asociación realizados en 

pacientes con Alzheimer en las poblaciones china, italiana, holandesa y húngara (Bian et 

al., 2005; Zappia et al., 2004; Koster et al., 2000: Janka et al., 2002). Esta asociación ha 

sido reportada como significativa solo en las poblaciones china e italiana. El cuadro 1 

muestra las frecuencias genotípicas del polimorfismo rs669: A>G del gen A2M en las 

poblaciones mencionadas anteriormente. En cuanto a expresión génica, Tsavaris en un 

estudio realizado en pacientes con cáncer gástrico, no encontró diferencia significativa en 

los niveles de la proteína cuando comparo el grupo de pacientes con cáncer versus los 

controles sanos, mientras que Gonzalez-Gronow encontró una disminución significativa en 

los niveles de la proteína cuando realizó su estudio en suero de pacientes con cáncer de 

próstata. McDoniels-Silvers en su estudio comparó adenocarcinoma pulmonar y carcinoma 

de células escamosas con sus respectivos controles observando una disminución en la 

e:-.-presión de A2M. En contraste, células metastasicas de cáncer de colon producen y 

secretan grandes cantidades de RNAm de A2M, lo cual fue observado en un modelo 

c:-.-perimental en ratas, a las cuales les fue inducido cáncer de colon (Srnorenburg et al., 

1996). 
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Cuadro I. Frecuencia del polimorfismo rs669: A>G del gen A2M en diferentes poblaciones 

PG Zappia et al., 2004 

Sur de Italia 158 74 26 54 41 5 

PG Bian el al. , 2005 

Shanghai 200 92 8 85 14 

PG Janka el al., 2002 

Húngara 51 72 28 49 45 6 

PG Koster et al., 2000 

Holanda 358 67 33 44 45 11 

PG-Pobbción Gencr.tl 

1.8. Variación genética 

Existe un gran número de variantes dispersas a través del genoma, las cuales pueden ser 

divididas en dos clases de acuerdo a la composición de los nucleótidos: variantes 

estructurales y variantes de nucleótido simple (Frazer et al.. 2009), a este ultimo 

pertenecen, los SNP's (del inglés Single Nucleotide Polymorphism), los cuales son la clase 

que predomina dentro de la variación genética entre individuos. Este tipo de variaciones 

pueden estar localizadas a lo largo del gen en diversas regiones como pueden ser: la región 

promotora del gen (rSNP), (dichas variaciones confieren influencia a la actividad 

transcripcional del gen modulando la unión de los factores de transcripción); en intrones 

(iSNP) (modulando la estabilidad de las proteínas); en regiones codificantes como lo son 

exones (cSNP); en sitios de corte y empalme o en regiones intragénicas (gSNP). Los cSNP 

pueden estar representados por SNP' s sinónimos o silenciosos (sSNP), los cuales no alteran 

la conformación del gen y los no sinónimos (nsSNP), localizados en regiones codificantes 

provocando cambios en el aminoácido afectando la función de la proteína (Checa, 2007) 

(Fig. 4). 
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Figura 4: Clasificación de los SNP' s de acuerdo con su localización en el genoma. modificado de Checa 2007 

I.9. Equilibrio de Hardy-Weinberg 

3' 

El uso de la prueba de Hardy-Weinberg es un enfoque genético fundamental para 

determinar si las frecuencias alélicas de un gen determinado en una población dada se 

mantiene de manera constante de una generación a la otra (Short et al., 2007). 

Dicho modelo se resume en la siguiente ecuación: 

p2 + 2pq +q2 

En donde p y q son las frecuencias para los alelos dados en una población. 

El cumplimiento de la ley Hardy-Weinberg es utilizado a menudo como un primer paso en 

estudios humanos. Es una pieza clave cuando se estudian asociaciones entre mutaciones 

genéticas y enfermedades. En estudios de casos y controles, los prime.ros sugieren una 

asociación entre la mutación y la enfermedad y los segundos, tienen como función 

representar a la población general ; por lo tanlo, la muestra de controles debe estar en EHW 

(Llorca el al., 2005). 
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ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las cnzi111as proti..:olíticasju..:gan un papd i1nportante en los proc..:sos de progresión tun1oral 

en diYcrsas ncopla.-;ias. por lo que es in)portantc el estudio de !as protdnas reguladoras de 

proteasas y di.:: los genes que lcs dan origen. Una dt:: las principales protdnas inhibidoras de 

bs protc~L-;~1s cs u-2111 codificada por c\ gen .-121\1 en el quc se han descrito diversos 

po\i111ortisn1os. de \os cuali.:-s rs669: A>G se encuentra cerca del sitio tiol ester. responsable 

de la actividad de la protcasa. Por lo que resulta de gran interés determinar la frecuencia de! 

polin1orfís1no en 1nucstras sanguíne;Js captadas en el banco de sangre del Hospital Civil de 

Guadah\iara "'Dr. Juan l. Mcnchaca'". esto nos permitirá en un futuro establecer 

asociaciones con i.;l desarrollo y/o progresión de neoplasias frecuentes en nuestra población 

111. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿.(\1úl es la frL·cucncia del poli1norfis1no rs669: A>G del gen .-12 .. \I en n1ucstras captadas en 

el banco de sangre del l lospital Civil de Ciuadalajara ··Dr. Juan l. Mcnchaca"'? 
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IV. .JUSTIFICACIÓN 

No existen estudios pre\'ÍOs qui.:.· nnH:strcn un panon1ma de distribución en la población de 

estudio. por !o que considcrainos que los n:sultados derivados del presente trab<~jo. 

cstablcccrún la distribución del polimnr!lsmo rs669: ;\>(J i:n la poblnciún captadn ~ 

sl'.r\'irún di.: base para postcriori.::s c:c;tudios de asocinción entre la prcsenciu del poli1norlísn10 

y diversas neoplasias. 

9 



V. OBJETIVOS 

V. t. Objetivo general 

Dct-::nninar sic\ po\in1orfisn10 rs669: A>G del gen .·12.\/ se encuentra i:n El l\V en n1ucstras 

captndas en e\ hanco de sangre del l lospital Civil de (Juadal<~iara '"Dr. Juan L l\1ern.:haca'". 

V .2. Objetivos particulares 

l. \)ctenninar la frecuencia alélicas y genotípicas del poli1norfís1no rs669: :\>Ci del 

gen :J],\f en nnicstras captadas en el banco de sangre- del llospita\ Civil de 

Cluadak~iara --Dr. Juan J. l\1enchaca ... 

1. Estahkccr si el poli1norfis1no r.-;669: A>G dd gen .·12.\/ se encuentra en El\W i.:n \a 

pobh1ción gcn...-:ral. 

3. Comparar \a:; frecuencias genotípicas obtenidas con las reportada.:-; en otras 

poblaciones. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

VJ. l Tipo de estudio 

()hscrvacionaL dcscripti\ o;. prospecti\ o. 

VI.2 Tamaño de la muestra 

El tan1ai'io de 1nuestra se calculó utilii'_ando la siguiente fónnula (Kish & LL·sli..: 1965). 

Zcrit= Vnlor de Z (Corre~pondc al 95';{,) 

11=~ 

d 

p= Estimado de la proporción a ser nKdid~1 (aklos) 

D= Amplitud total d.:l intcrYalo de cnnlían;¡\ 

11= 196: 05011-0.:'iO) 

O. \O: 

n-= 96 1mlividuos 

La n corresponde a 96 individuos para L'l grupo de análi:is. Se anali1.aron 112 n1ucstras de 

DNA pro ... ·cnicntcs de indi\·Íduos de !a pohlación gcneral. captadas en d hanco dc sangre 

dd Hospital Civil de Guadalqjara "Dr. Juan l. Mcnchaca". Las nn11.:stras forinan partc dd 

banco de DNA de! laboratorio "(icnética y Cáncer .. dc-1 ln::;tituto di: (icnética l lu1nana ""Dr. 

L:nriquc Corona Rivera .. de la Universidad de Guadaltüara 

Vl.3. Criterios de selección del grupo de estudio. 

Criterios de Inclusión 

, Individuos originarios del estado de Jalisco di: cualquk·r género::- qui: a! n1i.:nos dos 

generaciones sean de Jnli.-;co. 

Criterios de exclusión 

, Individuos que fueron rccicnte1nL·nti: transfundidos 

, lndi\'iduos que fw.:ron diagnosticados con VII! y/o hepatitis. 
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,.- lndi\'iduos con parientes de priin(:r_ s..:gundo y h.'rcer grado ya incluidos en el estudio 

,.- lndi\'iduos que no finncn una carta de cnnscn1i1nicnto infonnado 

Criterios de eliminación 

,.. f\1ucstras de DNA degradadas o insufíci.:ntcs para establecer el genotipo 

\
11.4. Estrategia metodológica 

Extracción de DNA 

Para la extracción de DNA de sangre periférica se utilizó el n1étodo de Milkr) cols. ( 1988) 

co1nhinado con un micrométodo (Gustincich et a/.1991). El proccdin1icnto gen(:ral fue cl 

siguiente: primero se destruyeron las células con buffer d(: lisis para eritrocitos y leucocitos. 

después se utilizó clororonno para desnaturali7.ar las prot(:Ínas. El l)N.I\ S(: precipitó con \a 

sal CT1\B y agua.. una vez que se obtuvo el DN/\ se la\'Ó con etanol. Finalmente se disoh·ió 

el DNJ\ en hulTl.':r TE. 

Cuantificación del DNA 

El DNA se cuantificó por cspcctrofoto1n1.":tria a 260 rnn para ddl.':nninar su cantidad. La 

presencia di.': proteínas se evaluó a 280 nm. 1.':Sto pcrn1itc dctenninar la pure1a de la nn1cstra. 

Postl.':riormente se hicieron alicuntas y se ahnaccnaron a -20ºC hasta su uso. 

f\mplificación génica 

Una '>l":Z n:alizada la e:-;:tracción de DN/\ :-.e a1nplificó por reacción i:n cadena d(: la 

poli1nerasa (PCR) el frag1nento de A2.\-I seleccionado en el l.':studio. La secuencia d..: los 

iniciadores así cotno l.':\ tainaño del producto ainplificado SI.': <li.?scrihen en el cuadro 2. 

Gen Polimorfismo 

A21H rs669: A>G 

Iniciadores 

F 5'- CiGAG1\C/\T/\TT1\CiGCTCTGC -·3 

R 5'· CT<.l/\Ai\CCTACTGGG,\AATCC -

Producto 

amplilic:1do 
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Digestión enzimática 

Para la identificación del polimorfismo se realizó digestión enzimática utilizando la técnica 

de RFLP's (Restriction Ffragment Lenght Polymorphisms) con la enzima de restricción 

Mbol. La digestión enzimática se realizó a 37°C durante 16 h. El polimorfismo Val elimina 

el sitio de restricción de la enzima El cuadro 3 muestra la enzima de restricción empleada y 

los fragmentos esperados. La ubicación de los iniciadores y el sitio de reconocimjento de la 

enzima de restricción Mbol en el exón 24 del gen A2M se muestra en la figura 5. 

Cuadro 3. Productos csperndos una vez real izada la digestión enzimática con la enzima de restricción Mbol para el 

polimorfismo rs669: A>G. 

Gen Polimorfismo 

A2M r.;669: A>G 

Enzima de restricción Fragmentos esperados 

MboI Homocigoto mutado 245 

Heterocigoto 245,143, 102 

Homocigoto silvestre 143, 102 

Secuencia de reconocimiento y corte de la enzima de restricción Mbol 

J 

5' .. G A T e 3' .. 

3' .. e T A G 5' .. 

r 

CTAGGAGACATATIAGGCTCTGCCATGCAAAACACACAAAATCTICTCCAGATGC 
CCTATGGCTGTGGAGAGCAGAATATGGTCCTCffiGCTCCTAACATCTATGTACTG 
GA TIATCTAAATGAAACACAGCAGCTI ACTCCAGA AGTCCAAGGCCA TIG 
GCTATCTCAACACTGGTGAGTGATIACTIGAGTAAGGGAAAACTIGAATGTIAffiC 
AACTGGA ffiCCCAGTAGGffiCAGTIA 

Figura 5. Secuencia p:ircial del gen A2M donde se localizml los iniciadon.'S empleados en la PCR (amarillo) y el sitio de 

reconocimiento de la enzima Mbol (Verde). Él sitio polim6rfico se muestra en rojo. 
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Electroforesis 

Los frag1nt:ntos obtenidos se analizaron en geles de po\iacrilatnida al 6~'0 con una 

proporción acrilainida-bisacrilan1ida 29:1. l.n tinción se realizó con nitrato de plata. 

Vl.5. Análisis estadístico 

Las frecuencias aklicas y genotípicas se esti1naron por el 1nétodo de conteo) cl equilibrio 

de Hardy-Weinbcrg mediante la prueba de (~hi-cuadrada (y_~) y en el programa de ,\r\cquin 

v 11.0. Los resultados se consideraron cstadístican1entc significativos cuando la p fue 1ncnor 

a 0.05. 

Vl.6. Consideraciones éticas. 

De acuerdo al título quinto artículo 100 de Ja Ley Clencra\ de Salud en lo que refiere a 

"Investigación para la salud"". todos los individuos fueron inforn1ados sobre los objcti\'OS 

del estudio así coino del ric.-;go 1nínin10 que i1nplica la toma de sangre pcrill:rica. Una vcz 

que aceptaron participar en el estudio lirn1aron una carta de conscnti111icnto in!Onnado 

(1\nexo 1). En todo 1non1cnto se tnantendrá la confidencialidad de los datos personales así 

co1no de los resultados producto de este proyecto. 
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VII. RESULTADOS 

Descripción general 

Se analizaron 112 individuos de población general de origen jalisciense, remitidos al Banco 

de Sangre del Hospital Civil de Guadalajara "Juan l. Menchaca" como donadores de 

sangre, los cuales se encontraban con un rango de edad de 30 a 40 años. La proporción de 

género fue 24% femenino y 76% masculino (Figura 6). 

• Hcmt res 

Muj~res 

Ftgura 6. Porcentaje de individuos de aeucrdo al género 

Los genotipos obtenidos del polimorfismo rs669: A>G fueron 46 individuos con genotipo 

silvestre (A/A), 56 con genotipo heterocigoto (A/G) y 10 con genotipo polimórfico (G/G). 

Las frecuencias genotípicas se describen en el cuadro 5. Algunos genotipos observados se 

muestran en el gel de la figura 7. 

Las frecuencias alélicas fueron 0.66 para A y 0.34 para G (Cuadro 4). El análisis de las 

frecuencias genotípicas del polimorfismo rs669: A>G estuvo en equilibrio de Hardy· 

Weinberg con una p = 0.2936 (Cuadro 5) con una proporción de heterocigotos esperados de 

0.45 versus 0.50 de hctcrocigotos observados. 
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Figu.ra 7. Producto de lis digestión ron la enzima Mbol par.a el polimorfismo rs:669 A:>G. Gel de acrilamida al 6% 

(29: 1) 1eiiido con nilralo do plata. Carril 1: marc;idor de peso molecular de 100 pb. carril 2-3,5.7.9- 11.13 homocigoro 

(AA). carriles 4,6.8.12.14-19 hcrerocigotos (AG) 

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas obtenidas de 112 individuos po.ra el polimorfismo r.;669: A>G y resultado del 

Equilibrio de Hardy-Weinberg. 

Fn·l·ucm:i." :¡cnotipka' pa ra r,6(,9: A>G 

Observados Esperados 

n=ll2 % n=lU 

Genotipos AJA 46 41 49 

AJG 56 50 50 

GIG 10 9 13 

EHW* p=0.2936 

•cru-cuadrada 

Cuadro 5. Frecuencias génicas oblenidas de 112 individuos par:1 el polimorfismo r.;669: A>G 

Alelos A 

G 

N 

148 

76 

% 

66 

34 

% 

44 

45 

11 
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El análisis de los genotipos estratificados por género no mostró diferencias significativas p 

< .05 (Cuadro 6) 

Cuadro 6. Gaiotipos obtenidos de acuerdo al género J>3fª el polimorfismo ™>69: A>G 

Jlomhres :\l ujen•, p* 

Genotipos N % N % 

AJA 35 41 11 41 

AJG 43 51 13 48 o.os 

G/G 7 8 3 11 

*Exacta de Fisher 

Comparación poblacional 

Las frecuencias genotípicas encontradas en este estudio se compararon con las frecuencias 

descritas en las poblaciones italiana, china, húngara y holandesa, se encontraron diferencias 

significativas únicamente con la población china con una p = 0.0000 (Cuadro 7). 

Q,adro7. Comparación de la distribución de genotipos de "'669: A>G ai donadores del hospital civil "Juana l. 

Mencbaca ~con otrns poblaciones. 

Zappia et al. , 2004 Italiana 158 54 41 5 0.0940 

Bian et al ., 2005 China 200 85 14 0.0000 

Janka et al ., 2002 Húngara 51 49 45 6 0.6153 

Koster et al., 2000 Holandesa 358 44 45 JI 0.6175 

Este estudio Jalisciense 112 41 50 9 Referencia 

•chi-cuadrllda o Exacta de Fisher 
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VIII. DISCUSIÓN. 

l·:stc estudio describe la'> fn;cucrn.:ias aklicas y genotípicas dd poli1norfisrno rs669: A>Ci en 

n1ucstras sanguíneas captadas en el banco dL" sangre del Hospital Ci"il de Guadalajara ··or. 

Juan l. Mcnchaca" Nuestros resultados 1nuestran una tendencia del aldo /\en población 

general similar a lo reportado en las poblacionl'.s Italian<L holandesa. húngara y china. Este 

resultado es influido por un incre1ncnto en b frecuencia del genotipo hctcrocigoto NG 

(50~/o). Sin e1nbargo. en la pobhlciún china el incre1nento del alelo¡\ cstú detcrnlinado por 

el genotipo homocigoto N.I\ (85~1o). El anúlisb comparativo de las frecuencias genotípicas 

entre las diferentes poblaciones n1ostró difcrenci<L'> significativas única1ncntc con la 

población china. Estas diferencias pueden scr explicadas por el coinponcnte gcn0tico de !a 

población jalisciense. dcn1ostrado por estudios poblacionaks realizados por Sal~var-Florcs 

ct al.. 2009 y Rubí-Castellanos et a!.. 1009. Ellos concluycn que la población jalisciense) 

en genera! !a población inc:-.:icana está confonnada principalmente por origcnes ancestrales 

..::uropeos. aincrindio y en 111..::nor proporción africano. 

Este es el pri1ncr estudio en población n1cxicana donde se describen las freeucncias alélicas 

y genotípicas del poli1norfis1no rs669: /\>C1. /\demás. se deinostró que dicho polimorfís1no 

cstú en EHW. lo que permite que pueda ser utilizado para estudios de asociación. 

Existen algunos estudios sobre la asociación del polimorfis1no rs669: 1\>G con :'\.lzhei1ner 

en población china. italiana. holandesa y húngara (Bian et al.. 2005: Zappia et al.. 2004: 

Kostcr et al.. 2000: Janka et al., 2002). Esta asociación se ha encontrado signiticati\'a solo 

en población chin<.1 i.: italiana. 
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IX. PERSPECTIVAS 

El prc.-,cnlc trahajo fonna parte de un estudio en d cual se analiza el polimorfisn10 rs669: 

.-\>G del gen J\2!\1 en donadores del hospital civil "Jua l. !'vtcnchaca". Los resultados 

ohtcnidos scrún utilizados co1no grupo de rctl:rcncia para determinar la asociación ..:ntn.: la 

presencia dd poli1norfis1no en A2M )' el d.::sarrollo de n1ctá._...;tasis en diversas ncopla::-;ias. 

J\! d..:t1:nninar que \a población en estudio se ..-:ncucntra en equilibrio. nos pcnnitirá 

proseguir con d análisis del polimorfisn10 en la población de pacientes con cáncer 

colo1-rcctal. 

19 



X. LITERATURA CITADA 

Amold.lN. Wallis R. \..Vilhs ,\C. l!anc:;; DJ. Ro'\k L. Dwt:::k R/\. Rudd P/1.1. Sim RB. :?006. lnkrnction of 

mannan bindm¡c k\:\111 \\1lh alpha macroglobulin \ja cxposed olig01n;:i11m1sc glycans a 

<.:OJlSCí\ ..-:J rcatun: of thc tl110] L'S\d prot<..'in fam1]_\n J Biol Chem. 28 l :6955-6963 

1\:-.hcom JD. Tilkr SL Dickcr~on K. Cr~l\"<.:ns JL Argrnves \\IS. Strickland DK. 1990_ The hL1man alpha 

2-manoglohuhn T<..'l\-'j)lnr· iJcntilíi.:ation pf ..J-20-kD cell surface glycoprott:in spccifíc for the 

actiY~lt<:J n1nfonn;1tion ofalpha 2-macroglohuhn_ J Cdl 8101. 11O:\04 l- l 0-18. 

ílarr<C"tt ,\.l. St:uke:-- Pll 1973 Thc inl<:rnc11on of u. 2-m<icroglohu\in \\llh prok'rna~cs; charncteri.stics and 

~pccifícit;. ofthc- TL"iH:t1on. :md a lwpothcsis conc..:rning its mokcul<ir mechanism. J. B1ochem. 

133·709-72-+ 

Hian L. Yang D.1. (!uo T\V. Du•lTl Y. Qin \V_ Sun Y. h:ng GY. lk L. 2005. 1\~soci:1110n study ofthe 

A2M aml !.RPl genes w11l1 :i\1lKimcr d1sease in th..: han ebmcse Biol Psichiatry. 58·731-737 

Borth \V 1992. u:-Muo.:roglohulm. a multifonction.'.11 hindmg pn¡tcin with rnrgeting eharnctcnstics. Thc 

.-\SLB Journal. ()'33-+5-33)3 

Checa Mi\. 2007. l'oli111nrr1smo.~ geneucos !mport,mcia) aplicaciones Re\ 1sta del Instituto N<1cion<1! 

Enkrmcdatks Rcsp1r~norias lk \k'x1co. 20:::" \ 3-22 \ 

Cobc1cc(1 AM. Solfri1.z1 V. n lntrono A. C:ipurso C. Keboe l'G. Scrip<1 D. Pllolto A. Santamato A_ 

Capurso A. Panz;1 I' 20D7 ,\\ph:i-2-111.:Kroglohulin gene. o:-;iJ1zcJ lo\\'-dcnsit)- lipoprotcin 

reccptor-1 lonis. and sporad1c 1\11.hc·irn:r's diseas<:_ Etir Ncurohiology. -+7:209-213 

1-razcr AK_ Murray SS. Sl·hork NJ. Toplll JE 2009. Human gc•m:t1c v;iri;ition and its contrihution to 

compk-.: tr<llb Naturc rc\·icws gcnctic~. IO· 2-+1-251 

Fddm:m SR. Goni:ts Sl.. Pi110 SV 1985 Model of ttc "-m;:icroglobulin stnicturc ;:md fuction 

B10cht>m1s1ry. 82-:'700-570-+ 

Go.llw.no J\1F. Toulz;1 t:_ (J:illm¡1rn \!. Jonca N. bhidct Y:\. Scrre G. Guo.::rrin M. 2006. A ,'\Jo\L'I Pr.,,·otcase 

Jnliihnor or the U:-!\l:inoglobulm famil;. C:'\\Xl:SSL'd 1ll the human cp1Jc:rm1s. The Journal of 

Hiolog1ca\ Cht::mistry. 281.:'780-:'789 

Gard:i P<.':rcz l l\1 2000 Lkctrororcsi.\ en geles de polia..:nl;:imitfa: ll111d:imcntos. actualidzid e 

1mpor1ant1a lJm\·crso [)1;1gno.\tico. J · 31--+ l 

Gmlll1k1-Cironow r-.t. C\ichacn\ich M. 1.bnos C. Ur1u;1 C. Go\·ind G. l'i;zo SV. 2006. Prostak cancer 

ccll prolif..:rntion in rilro 1~ rnodulated b:- an11bodies against glucosc-TL'gulatcd protcin 78 

1solatcd from rat1L'lll SL'flll11. C:mCL'f Rc:sc:lfch. 66. \ 1-12-1-1143 \ 

Clust111cicli S. Mantíok1t1 C.!. lkl Sal {i. Schnc1lkr C. C;:iminci l' \991 A fast mcthod for h1gh-quality 

genomic DN1\ c:-;traction from whok human hlood 81oh'Chnn¡11cs. 11:29.S-302 

l-loratis R. Den D. ,\1110nm;1k1s S Ma~ ()(i. :.'009 1 !um:in gcnome \'anation societ; Recuperado el 27 Jc­

,\hnl Lk 201 O. dL· http-//hg_\ s org/mumomen/J10.c.htlm.J:ISNP 

20 



Janka /. . .lubásl: A. Rimanocr.\· 1\. íloda K. ~\.brk1-Zay J. Palotás M. Kuk l. Z. 2002 Alpba2-

macroglohulin cxón 24 (Val-1000-lk) poh'morphism 1s not associatcd with latc-onsct spor~1dic 

alzhcimer's dcm..::ntto. in tli..: hungarian p()ptila1ion. P~;d.:liia1r Gcn,:t. 12·-1-9-S-1-

.lcnncr L. l lust..::d L. Tb1rup S. Sot1rup JL Nyborg J l ')98 Crystal structurc of thc T<...""CL'ptnr-hinding 

domain of cry~t:i.! SlnH.:tur..:: of th..:: rcccptor-htnding Jomam of U;-mac:.:roglohulm Strueturc:. 

6:595-604 

Kish L. Sur\'cy Sampling.. John \Vilcy & Sons. NY. 1965 

Kolodzi<.j SJ. \Vagc:nknccht T. Strickland DK. Stoops JK 2002 Thc 1briec-d1nwnsion:1l stn1<.:tl!re or the 

liuman alpha 2-maeroglohulin dimer re\e;11.s its ~truc:.:tural org<mizatiun in !he tctram...:nc n:1ti\·e 

~111d chymotrypsm alpha-:'-nweroglohuhn eompkxes J Bio Chem. 277:28031-28037 

Koster MN. Dermaut B. Crusts !V1. Houwing-Ou1skrma;1t .IJ. Roks G. Tol J. Ott /\. 1 lol"rnan A. Munteanu 

G. Hrctclcr MMB. Van Duijn CM. \an Broeckho\·cn C :'000. Thc u,-Maeroglohulin g.._·nc tn 

AD ,\ population-based study ;ind meta-:malysis Neurology. 55 678-68-1. 

J.e: Cienieral de Salud. Titulo Quinto ..::n matena die ln\·csligauón para la Salud. capilllln t'm1co. artículo 

1 OO. rrncción 111: IV Ultimas reforma~ puhl1c;1das DOF 24-02.-2005. Pp 36. 

Lillis AP. Van Duyn LB. l\1urphy-Ullrieh JE . .'~tnckbnd DK. 2008. l.Dl. rcccptor-rclatcJ prokin l 

uniqw::s<: tissue-spccifk !Unctions rc\·cakJ h; selccti\'C gene knoekou\ studics. Ph:siol R1:.'\'. 

88:8X7-9\8 

\.Jorca J. l'n1:.'tO - Salc..::d<1 D. Combarros O. D11:.'r~scn - Sotos T. Berciano J. 2005 R1..::sgo.s cmnpeti1in1s tk 

mu..::rte y equilibrio d..:: lfordy-W1:.·inherg en cstutlios de c.1sos y controles sobre .'.lsociaciún entre 

genes y enfermedades. Gac Sanít. 19:321-32-1 

,".1cDnnicl.s - Sil\'ers AL. Nimri CF. Stoncr GD. Lub..::1 RA. You M. :2002. Diff..::rcntial gene e"pression in 

human lung ;1dcnocarcinomas and squmnous ccll carcinomas. Clin C;inc..::r R<:s. X·\ 127-1138 

l\1ilkr S:\. D\lú.:s DO. Poksky \lF 1998. ,\~imple s~ilting out proeedurc ror ex1rac11ng DNA for human 

nuclc:ncd cclb .\'11c!!'n .·lcii/1- Hes. 16.1:' 15 

N;1ka~hirna H. /\kaho~bi M. "L1n;1ka Y. :'003 C;1pitulo -16. mutation (ktet:t1on u~ing RT-l'CR-RFl.P 

Mi:thods in mokcular h1ology. Barktl .lohn Í\1S;. St1rling D PCR protncols. segunda edit:ión. 

Editorial Humana Press 319-322 

Online Mendclian lnhcrancc in M:rn OMIM (lMl. Jnhns l~opkins uni\"crsity. Baltirnorc. MD MIM 

Nurnhier: "107770 06/03/2009 \Vor\J \V1Jie \\'ch l!RL bttp//\\'\\\\' ncbi.nlm nih go\'/om11n/ 

Po\lcr \V. F~1ber JP. Olck K. 1991 Sequenc.._· polymorpli1sm i11 the human ~dpha- macroglohuhn (:\2M) 

gcn1:.·. Nuclcic Acids Re~. 19: 198 

Polkr \V. F~1h1:.·r JP. Klob,-ck G. Olck K 1992 Clnmng orthe human alpha 2-rnacroglobu\in gene and 

d\.!tcctions in thc \\\"O fi..111etion;1I Jl1rnain.\ the bait r..::gion anJ thc th1okstd sitie Hum:m (il"net. 

88:313-3\9 

Rubi-Castcllanos R. Manincz-Cort\.!s (i. l\1t11io1.-Valle J. Go111,;ik·z-Martincz /\. (\:rda-Flor..::s R. Ana\'a­

Palafox M. Rang..:l-Vilk1lohos ll 2009 l'rc-lh~panic rn1:.·~oamcrican d'-''rnography appro...:irnaties 

21 



th..:: pr..::s..::nts-<lay anc...,stry of m.::stizos tbroug.hout th..:: t..::rntor;. (1f rn..!xico. American Joumal 01· 

ph~·s1cal ,\nthropolog~·- 139:28-1-29..\ 

S<llah1r-Fk1rcs J. Dondicgo-Aldap..:: R. Anaya-Pa\afox M. Muiioz-Arana l. Cans<..-C{J-A\·ila L!Vt. Flor..::s­

Flor..::s li. Moraks-Valk.io !V1E. Bar•!ias-PCrcz N. Muño1.-Valk JF. Campos-Guu..::rr..:::t R. Rangd 

Villalobos 2009. l'opulalion strw.:tur..:: and p'itcrn:d admi:-.:turc bn<lscaoe on prcscnt-<la~ 

mc...:ican-mcs1i1os r..::Yc~11cd by Y_STR haplotypc~ Arncric•m Joumal ofHurnan Biology. ()():00-

00 

Sambrock J. Russd D\V 200\ J\1oknilar doning. a lahoratory manu,il FJitoria\ Col<l Spring lbrbor 

l.abor:itor;. Pres:. TL"fl· ... -r;i .._•Jiciún 

Saun<l..::rs AJ. lkrlram !.. l\1ull1n k. Sampson i\J. La\11/.ai K. !1:1su S. Joncs J. Kmn..::y D. MacK..::nnc­

lngano L. Yu S_ r\lb..::rt MS. Moscanllo TJ. Go RC. Bassdt SS. Da\y M.I. l.nird NM. W;mg X. 

Vdicdchi (J_ \\':.ing..::r SL. Fkc!..:..::r DK. Tanzi RE. Blad:cr [) 2003. Gcnctic assoc1•1tion of 

Ab:hcim..::r·s <lisc•1~e with multipk po\ymorphisms in alpha-1-macrog!obulin_ Hum;,m Mol 

Gcnctic. 12·2765-2776 

.Shor1 J\D. Kcnncdy LJ. Barn..::s A. Frctwdl N_ Joncs C. lhom~tlll \V. Ollicr \VE 2007 !lar<ly W..::mhcrg 

e:-.:pcL'ln\ions in GllltnC hrc..::d~: implications for gcncttc studiL'S 9X:-l.+5-..\51 

Smon;nhurg SM. (iriffim P. T1ggdman AB. Moorman i\F. Bocrs \V. Van Noor<l.::n Jr \996_ 1\lpha2-

Macroglohulin is mamly produccd by canc..::r cclls and not by hcpatocyt<..·s m r~lts \\'llh colon 

carcinoma mctastascs in \iYL'L \-kpatology. 23.)60-570 

Sottrup-Jcns..::n 1 _ Stcpannik TM. Knsknsl.'n T. Wicr1hicki D!Vt. Joncs CM. LLinbland PB. l\1agnusson S. 

Pctcrs<..11 TE \9X.+. Primar:--· structur..:: of hum•m :tlpha 2-nKicroglohulrn V. Th~ complete 

structure J Biol Cbcm. 259:8318-8327 

Sottrup-Jensen L 1989_ J\lpha-macroglobulins structurc. shape. an<l mL-chanism orprotcin~c compk:-; 

fi.irmat1on . .1 boil C.'hcm_ 264: 11539- \ 1542 

StricklanJ DK. Ashcorn J[)_ W1lliams S. Burgess \Vil. M1gl10rin1 1\1. :\rgra\C~ WS. 1990. Seqlicnc..:: 

idcntity bctwccn th..:: .ilpha 2-macrog\ohulin rcct:plor anJ 111\\' Jerl:-.'yity lipoprot<..·in reccptor­

rdatcd prctcin suggesb that tliis molecuk is a multifunctional rcc..::ptor J Biol Chl:'."m. 

265·17.fOl-17.fO.f 

Tayad<: C. E:-.a<lL·g S_ L1ng y Croy BA 2005 l'unctions of alplla 2 macrog\ohulins in prcgnancy. !Vlol 

C..::11 Endocrino!. ~-15:60-66 

Tsa\·aris N. Kosrnas C. Kop1<.'rid..::s P. Ts1k<.1lat...:is D. Skopcllli~ \l. SakcbriJi F. P;ipadnnmu N. Tz1\ rns M. 

Balastos V. Koufos C. Ari..:him;mdri.~tis J\. 2005_ R..::tmol-brndmg protcm. acutc phasc reactants 

and helicohactu pylori infec\1on 1t1 r~1ticnts \\'llh g;btric a<lcnocarcinoma \\'orl<l J 

Gastro ... -n!L'rolology.1 \·717.f-7178 

Traccy l'vt_ 2001 Short tandcrn rcpl!at-hascd id-.-ntllí<..·ntion of imli\ 1duah and par..::nts Croat McJ_ -12.233-

238 

11 



Wdli:ims SE. Ashcom JO. 1\rgrnves WS. StriL·kbnd DK A noye] me1:han1s111 for controllmg tb<.! activity 

of alpha 2-mm::rnglohulin rc:ccptor/low Jcnsity lipoprotcin r<::cl'ptor-rcl~lk'd protl'in J\hiltipk 

reguh11ory sites for 39-kD<J rL·c...:ptor-associntcd prntcin_ J 810 Ch.:m. 267:9()35--Hl 

Zappia M. l\1¡¡nna L Sena P. Cittaddla R. Andrl'oli V. La Ru~sa A. Anncsi F. Sp;idal()ra P. Romeo N. 

Nicoletti G. Mcssina D. Gamb:irdella :\. ()uattrone A. 200..t lni.:rcascd nsk j()f Alzhcim1.:r 

dis...:ase \\·1th the interaction of r...1PO and :\2M polymorphisms Ar ch Ncurol. 61 :3..t \-3-1-1 

Zhang Y. Gc: G. Greensp¡¡n DS_ 2006 !nbibition ofhonc morphogcnetTL prutc111 1 h\' nati\e and alterL·d 

f()rn1s of u-2-m<icroglobulin. The _iourn:il of hiological cbemistry_ 281 :39096-;\91 o..i 

,, 
--' 



XI. ANEXOS 

Xl.1. CONSENTIMIENTO INFORMADO POBLACIÓN GENERAL 

CARTA OE CO"'SE'.\"l'l!\JIE~TO IJ\FOR,'\IADO 
!NSflllJTO DE GENÉTICA l lUM/\NA "DR. LNRIQl IE CORONA RIVERA .. 

CENTRO UNIYERSIT/\RlO DE ClENC!1\S DE !.A S/\!.lJD 
UNVERS!D/\D DE GU/\D.i\l ./\JARA 

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLO DE !NVESTJG/\C!ON 

Por medio de la presente autoriY-0 a la Ora en C. 1\1'.::h·a Guti0rrcz Angulo. a la Biol. Miri<im Pan ida 
PCrc/. o a la Dra en C. Maria de la Luz Ayala Modrignl a ..::-.:traer 5 mi sangre pc:nforica La tom;1 ,k: muestra 
es p'ir:i l;:i rcali1.a..:ión dd proyecto titulado: 

.. Fn.·cucncia del polimorfr-1mo C3..t35T del ~en ,UDRJ en población del occidente de :\lC:\ico" 
1- He- sido infonn;:ido (<i) accrca dd proyecto cuyo lnYcstigador rcsponsahle cs la Dra Mcl\a Cut11 .. 'rrcz: 

/\n:;ulo y he sido in\·itado (a) a participar en el mismo. aportando infonnación y una mue:-.tra de sangre 
de mi p.:rsonn 

~- Entiendo 4uc d procedimiento para b toni;i de mucstr;i representa moksti~L'> y que c:-;ige un ricsg() 
mínimo d.:- daiio físico para mi persona 

J- Acepto 4uc no nx1birC: compensación ;ilguna por lo cual libero ;1 los inn:st1gadores y a la;; tnst1tui..:ioncs 
p;irtic1pantcs de toda obligación económica paro conmigo 

~- Autoroo a los iiwestigadorcs mencionados a r.:!<1lizar los proc ... ·dimi..::ntos de laboratorio con\'cnicnt..::s al 
proyecto. induidos esludios de DNA a.-.í como otros relacionados con el mismo y a hacl!r ser uso de 
ltis mue~trus y la información con fines cil!ntíficus. docentes y e.'itadísticos. siempre y cuando se llaga 
en el nwrco de la ética profesional y se guarde la confidencia/ülad de los mismos. 

5- Mi participacion en este proyecto es voluntaria y pucd..:: t..::rminar <:.'n d momento 1:11 que yo asi lo decida 
~ lo c-;pr..::sc a los 11wc~tigadores responsabks 

6- Yo puc:do lN.:ali:.r...:irlos <..11 d tdéfono {01-33) 10:'85200. c:-;tcnsión 3646. 

/1/omhrc Y.firma dd paciemc 

\"rmd>rc del h'stigo ,\'omhn' dd l<'sl(~o 

'.\()TA: En Ja pri.:scnte tesis se utilizaron las mucstras que se tomaron cn el proyc¡;\o "Frecuencia 
del polimorfismo C3-135T del gen MDRJ en población del occidente de 1\léxico" ya que con este 
proyccto se li.)rmó el banco dL" DNA de población gcncral y de acuerdo al punto #4 se nos autoriza 
para utilizar las muestras con fines de investigación. Por esta razón se muestra d consentimiento 
in fonnm.lo qu.-: se utili1.ó para la captación de dichas muestras. aunque el titulo no corr<-'sponda a 
este proyecto 
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Xl.2. TECNICAS DE LABORATORIO 

Extracción de DNA 

Fund:¡mcnto: Existen d1krent.::s protocolos p~irn b e:\traccion de :1c1dos ntH.:k:i¡;os La mayoria S<.'" 

caructeriz<Jn por el cmpko t.k dct<:rgcn\\.'S y solY.:ntcs organ1cos que lisan los núckos de las cdulas ~ 

rcmu.:v.:n las prot<:mas adheridas a! DNA. seguidos por b pro;;cipit::ióón de<...':'>\\.' con c't;:mol En d presente 

._·~;tudio se: utilizó d mcwdo de Milkr;; i:ols. ( 1'188) comhinildt) C()11 un ma:nnnétodo_ (Gustim:11.:h et 11/. 1991. 

Milk:r el al_ J 99K) 

EQUIPO: 

,- Refrigcrador 

, (\..'lltrifüga 

, Tcnnohlock 

,,,. M1croccntrifugci 

MATERIAL: 

r Guantes dcsechabks 

Cubrebocas 

r Gasas 

r Tubos de l 5ml 

;. Tubos Eppcndorf de 2.0 ~ 

;. Pipcw gruduabk d.: 1 (JU y 

;. Puntillas Je 100 ~- 1000 pi 

RE4CTIVO.\': 

1 5m1 

l 000 ~¡\ 

., Solución de li.-;is de critrootos 

:.- Solución Dl1\ B 8% 

;.... Solución CTAB 5'% 

;.... Cloroformo l OO'Yo 

NaCI \.::! J\.1 

;.... Etanol 1 ()()~/" 

Et~m1)\ 70% 

Agua myct::tahk 
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PROCEDIMIENTO: 

romar 5-1 O mi dt:: sangn.· po..Tik'ricu por punción \enosa en un tubo con 1'.l}l /\ 

2 Vaciar !a san gr..:' total a un tubo de 15 mL_ agregar 1 O ml d..:' Solución de Lis is de Eritrocitos y se 

llc\·a •1 rdfigeración durante 20 min: se centrifuga a -HlOO rpm duran\..:' 25 min 

3 Se descarta el sobrenadantc y se obtiene el botón cdu\:.ir 

4 Fl botón cdular se trans!ien:: a un tubo Fppcndorf de 2 1n! 

5 ,\\tubo con d botón celular se le agr..:gan 600 µI de Solución DTAB y se llc\·a .1 65-6.S 0
( durante 5 

min 

6 Al tubo se k: adicion:i 900µ1 dt:: clorotllrmn al 100%. S'-'agtla \'lgoros::11ncn1c Se centrifuga a 12 000 

rpm duran!<:'. 7 min. 

7 Se obti...:ne el sobrenadante y s.:: translícr.:: a otro tubo (Sc desecha el botón celular y el cloroformo 

pr<:cip11ados) 

Al sobrenadante s<:: k agrl'ga HlO µ\ d<: CT/\B al so;,, y se agitan suavernentc-(.S-10 \'CC<.'..'i). 

post-:rionnL'11k.' se agrega 900¡11 dt:: agu.'.I Je solución inyccwble y se agita sua\·emcntc (S<: precipita 

d DNJ\). 

9 So: <:emnfuga a l O 000 rpm Jurante 5 min 

l O Se dcscarta el sohrenadante y .<;e agrega \ 50 µI de NaCl 1 2 M y 750 µ1 de etanol l 00'% 1\-io y s.: 

mc1cla sua\"cmcnte 

Se centrifuga a 10 OOOrpm durante 5 min 

11 Se J.:sc.'.lrt<l 1.:l sobr...-:nadante y se agr..:ga l ml de etanol al 70'% y se centrifuga a 1 O 000 rpm durnntc -5 

mm {...-:stc paso se r.:aliza Jos \TCes) 

12. S1..· dcsc<irta el sobrcnadantc y se d...-:ja C\'apor.'.lr cl exceso de etanol a tcmpcratur<1 ambiente h'lSta qu...-: 

..-1 botón de- DNA quede compktnmente seco 

\ 3 Se resuspcndc d DNA en 100µ1 de lT y se incuba a 65ºC durnnh:: 1 hr 

14 S<..' determina la conc...:ntraeió11 y l<i calidad dd DN1\ por <-'Sp .. x:tofotomctria ;.· d...-nrofor.:sis en t:d de 

agarosa l'Y,, 

/ 5. S<..· almacena e\ DN/\ '1 -]OºC 

PREPARACIÓN DE REACTIVOS: 

Solución para la obtención de leucocitos (lisis de eritrocitos): 

NIL,HCO, 

Nll_,CI 

PM 79.06 g 

PM 53 49 g 

O.O\ M 

0.14.+M 

D1soh·er en agua desrnincrnlizada esknl y ufnrar a 1 000 ml 

0_7906 gil L 

7 70256 gil L 
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Buffer de lisis DTAB 

Dl.t\B 

Tns 

NaCl 

l'.DTA 

P.1\1 12\. l g 

Pl\1 58-44 g 

PM 372 2 g 

8°/o 

O lM. 

1.1 l\1 

0.5 l\1 

8 g/O \L 

pll 8.6 1.21 g/O.lL 

7g)O.!L 

1_86/0_lL 

D1sol\'\:r d tris:- ~iiustar el pl l de 8 6 con !-ICl en-% dd volumo:n final. adicionar d DT /\B. d NaCL el EDTJ\ 

y arorar;1 :i 1 000 rnl 

Buffrr < T:\B 

CT/\B 

NaCI Pt\1 58 . ..!-tg 

5'% 

OA l\1 

Disoko;;r ;;mhas saks ,_·n agu:1 J..:smincra\iz¡¡Ja l'.St(:n\ y nforar a 1 000 mi 

Pl\·1 58 44 g 1-2 M 

Disoher la s;1l <--nagua d1.·smincralizada cskril y aforur a 100 mi. 

Bufkr TE 

EDTA 

PM 12\.1 g 

1'1\1 3T2 2 g 

0.01 M. p!-1 8 

0.001 l\1 

5 g/O 1 L 

2 34 g/O_lL 

7 g/O_\L 

0.121 g/0.!L 

O.O 1286 glü_ l L 

D1sol\'er d ln~ y a_1u~tar a pll ~con 1 lCl en% dd \'Olumcn fínaL adicionar el EDTA. al"orar a 1 000 ml 

Cuantificación de DNA. genómico 

Fundamento: l\1ra cuanti1kar b cantidad d"-' DNA g~nóma:o ~ \\~rificar su purc7_,,1 se determina la densidad 

ópt1c:1 (DO¡ a 260 nm ~· 28() rnn_ S1 la rdac1ón de DO 260/280 nm 1.'S m.:1yor de 2.0 d DN/\ t1cm:: una pureza 

ad..:cu~1da. m1entras qu..: ~1 esta relación es menor de 2.0 se ddx consider:ir nmtaminaciún de !a muestra. 

princ1p;1lm1.·ntc pnr pn)tdnas \S,imbrook y Russdl 2001) 

En la dek'rrnina1.·inn ÜL' k1 conc..:111r;:ición de DN/\ se ddx: considerar la siguiente fórmul¡¡ 

Nows 

D'.\".-\ ng/ml.=DO 260 nm). diluciún ( 1005/5µL) x 50 (factor constante) 

50 ..:s d \ alor del ..:11cf1c1entc de e:-:tinc1ón molar de 50 ng/mL qu1.' tiene la mi'i.ima <1bsorbancia d..: 1.0 

umJaJ J~· \)()a 21i() mn 
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El foctor c.h: dllw.:iún se rc1ÍL'íC al \Olumcn tot~il (k la cddilb cntrt.": d \'olumcn de mt11 .. ·stra 

EQUIPO 

'r [spcetrofotómctro 

1\JATERIAL 

L\..-ldilln dc nwrzo de lml 

Pip..::ta graduabk (2µ1 y 1000µ1) 

Puntas dcscchahl.:s ( 1 (JµI ~ 1 (J(l(HlµI} 

'r Parafilm 

REACTIVOS 

Agua rny ... Ttahh: 

[)NA 

PR()('EDIJIJIENTO 

Encender d .:spcctrofotómctro con 20 mmuw:-. de antie1paeió11 por tener una 1:'1mp;ua de lJV. utilizar 

programa para úc1dos mick1cos d.: d\lhlc G1dena 

2. t\1ustar a Cl:'.'ro el espectro con el blatKO dc reacc1ó11_ 1111d1cndo \()()()pi lk :igua in;. C'\.tnblc <..'11 la celdilla O: 

ninrzo 

3 Colocar 5 pl de la muestra Je DNA en la c.:ldilla dont.k es leido d blanco de agua_ tapar la cddilla con 

paratílm e lll\'Crtir la solucion ~ilrcd.:dor <ll:'.' 30 \·ec.:s procurando que se homog~nis.: la solucion Ll:'.'<.:r la 

muestra a .::60 nm \' :?XO nm 

..+ Si hay rnús de l mw~s1ra se r<.'riicn los ¡x1sos 2 \ 3 rara ker cada mu.:~tra. cuidando de ..:njuagar ;. secar 

p...·rk:etamentc bien la cddilla Je cuar10 d.:spue~ de leer cada muestra 

Se utilvan las lecturas de den.~1dad \\p11ca ~t .:;60 nm p;1rn cakul;ir l:i cantid.:1d 1.k DN:\ ~ ;¡ 280 nm para 

d~·termin:ir su pur1.:1.a 

Amplificación por PCR 

Fundamt'nto: La 1(·u1ica utili;.ada rara la s111tesis 111 \ llro d.: ácidos nul·k'1cos cono::1da como PCR (por sus 

.~igl:~~ ..:n ingks Pol_1.mcrasc Chain Rcact1ons) es un proceso 11crat1\o que consisk' en trc;; L'lcmt.":ntos 

•!· Dcs11atural1fa1.:ió11 de la cadena molde por cal11r 

·!• 1 ! ibridacwn de los eehador<.'s ol igonuckot1din1s a una SL'cuencia diana de cadena :-.-eneil 1~1 

•!· Extensión 1.kl alincamicntn de los echadores por una DNI\ polimcrasa tennocstohk (Samhrook \' 

Russdl 2001 l 
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! .as condicamcs para la r..::acción dd poliin11rtl:-.mo r.s(,6') A>G s..:: (.k:scribcn .:n el sigui.ente L'U.:1dro ¡;¡ 

\o\umcn fínal OC \a rl.';iceión es 25µ1 por muestra 

BullC:r 

:\21\1 ¡: 

.-\::0,\1 R 

Co~ktd <lNTP~ 

(.-\Tl'. T rr_ (;TP_ CTPl 

Cloruro de rnagm:,;io 

1"<1q ¡mhn1crasa 

l)'\'.-\g 

Concentn1ciún 

inici:il 

20_59 u;'l,1 

22.29 n\l 

\00 111\J C'\l 

:\Om\! 

5 U.\11 

:>()() ng·pl 

('onn•ntradún fin:tl µI por rcacciún 

\:'\ ::' 5 

1 () pl\1 

\O p."-1 

2\lOm\1 o_~ 

\.5 m\l () 75 

2 \ 1.-!tl '" 
l\Hl n¡,c ftl () :' 

18 3:' 

Condu:i1m<:s de la rca<-Tiún p.1r.:i la PCR U \Olumcn fina\ d..; Ju r...:~1cción es 25µ1 por mt1cstr;1 

Ciclps 

l )csn;1turo.\ i>'nc1 lrn 

,\ hn~·~cil111 

l'>.tcnsii'n 

F:<:lcnsión tina! 

COl'\'DICIO'.\ES DE L.\ RL\CCIO:'\ 

Pr,·c:1l<-11lamicntn 

ri<-mpo 

:i min 

](I se~ 

\;'.' S<:)! 

5 1nin 

Digestión con enzimas de restricción 

T<-nip<-rntura 

'l.t e 

9..¡ e 
r,2 e 
72· e 

71 e 

Fundi1nwnto: ! .a dct..:cción del polimorlísmo de.' la lt.mgnud d..: lo~ fragmen\lls de r..::stn...:cinn o RFl.1' (re.1·tn,·11011 

fiDg111e111 ll'nxh1 pof_imorphúm) L'.~ d mdndo lll~1s C(Jn1únm..:ntl.' 111il11.ad11 p<tra anJh/~1r la pr.::-...:ncia d..: \'anantcs 

con sccucni.:ia'-' conocidas_ l In segmento de DNA en d cual ~,_; hu.SGl urn1 mut~1...:iún ..:s ~m1pl1ficado 111cdia111c !'CR. 

~- poskrinrm.:nt(' e~ digerido con enzimas de re.stncc1ón_ l .as c1111mas J...: rcstnctión rccn110c<..11 u1-.:1 .sccucneia 

..:s¡xciticJ_ al umr.'>l: cort:m la sccuc111.:i~1 de DNA e~11nbi:mdo d patron (pt..·.so moknilar) d..: lllS frngrncntos de 

DNA que postcriomicnte se ohscn '111 con ekctrnforcsis en un gd d..: pPli:icril:irnida (Nakashima el a/_ ~003) 
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Las condiciones de r..:-.1L-c1ón rarn d rolimor1ismo s<.: d..:-.-;cnh...:n ;i umtinu.:ición La ...:n;:1m¡1 tralxúa con una 

temreratura de 37dur~mtc 1611 rara ~u incubación 

R<:actinis Corn:cntración 111H.:ial Conccntracion final fil ror rcaccion 

I3utlCr l\'El3utk1 ·-~·----

10 l" ¡ti 10 \ l.'pl 

Producto amplillca<lo 

Electroforesis en geles de poliacrilamida 

Fundamento: L1 pohacnlam1da es un soportc cmpkaJo frctuentcmcnte en la deetrnforesis L'll geL cs 

quimicament<: incrt...:. de propicdadc~ unifonnes. tap<v. de ser preparado Je f"orma r~ipida y reproducible Forma. 

ademfts. geks transparcntcs cnn cstahilidad mecúnica. insolubles <.'nagua. rdati\amcnte nn 1ón1cos y pcrmik: 

buena Yisualización de bs banda~ durante tiempo prolongado_ Variando la com::entrac1ón de rolimcro~. se pucd..:­

mod1!íc<1r de manera cornrob1.fa d tamaiio del roro que se utili;arn ~·n la rn.:paraciún del gd_ b cual es 

detenninada por el Wmaiio d..:: los rragmcnlos ..::spcrados (Garcia l'úc1. 2000) 

Los geles de poliacrilamida ros..::en l<L'> s1gu1entcs \-enta.ias unportantL'S s1.1br..:: los gcks d~' ~1garosa {S~unbrook: 

Rus~cl 1 2001 ) 

•:• Su pod...:r dL' rL·:-oluci1m ..::;; wn gr;md<: que pu1:d..:: separa mokculcis de de DNA. L'll_\'a longitud se 

diferencia por lo menos en O. l'~lo (es decir 1 pb cn !OOOph) 

•:• Pu<:dcn albi.:rgJ.r cantiJJ.dC.'> 111L1cho mayores dt:: DNJ\ que los g.:ks d.: agmo~~1 lkl~1a 10~1g Je DNA 

s.: puede aplicar <:en una "ola ranura ( lcm x 1 mm¡ Je un gel tip1co de p11l1~1cr1lam1da sin una pád1Ja 

~ignificnti\·a d~- resoluciu11 

•!· El DNA recuperado de los gdc~ de d.; polwcrilamida L'S exm.:madamcntc puro: puede SL'r usado L'll 

b mnyori;1 de los propósitos cx1gcnt.;s 

EQUIPO 

:.- Fuent.; de poder 
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.iHATERIAL 

',., Parad moldo: dd gd s..:: ncccsita 2 placas d.:- cr1:-.t:1l. l liga. 2 scparodorcs d.:- plástico d.: ('mm~ 

pinzas 

1 pc:ine de plástico de 6 mm. para hac~·r los pozos dd gd 

Guantes J..:scchablcs 

Gasas 

',., Pipctas de \"Olumcn variable 100 y 1 OOOpJ 

REA('Tfl "05i 

TBEIX 

,. rBE lOX 

',., /\crilamid<i 29: 1 

l'crsulfato d.: amonio 

T!:MED 

,. Amortiguador de carga 

PROCEf>llHIENTO 

Montar gel 

Limpiar las pla(.:as d~· crist..<I con <:tanol y una gasa 

,. En lcl pbea de crist<il con las es4uinas redondas s<.: coloca la liga con b parte abultada hacia arriba dd 

cri.~tal. d.:-jando descubiertas !as esquinas 

Se coloca ..:ncima el criswl que contiene el cork donde embona el peine 

S.: colocar1 los separadores a los lados cntre los cristales tratando d.:- no d..:jar <:-spacio ..::nlfc los 

s.:paradorcs y la liga 

,. So;: colocan pinzas en los e:-.tremos de los cri~tales c...:ccpto dond<: está d cork' par,1 qu~· embone: ...::1 

peine. esto para sujewr d molde 

2 Preparar una solución de p1hacrilamidn 29.1 ;11 6 o/o p:irn 30 ml. En un tuho de 50 ml l.:1)locar 

Agua 22.5 mi 

AcrilamiJa 4 5 mi 

TBE IOX 3 mi 

' Pcrsulfato de amonio 375 µI 

TEMED 37.5 fll 
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3 J\..kzcl:.i h1L'n lci prep~1rcicion anterior. vciciar de fonnci r~ipida ;il molde t..::nn::ndo cu1d:ido de: no formar 

hurbuJ<iS. úlloear el ¡x:inc: tc:niendo de igual manc:ra. la pr<::cauc1ón de no formar hurbujas. espcrar a 

quc pnlimcriee 

..¡ Una \'L-Zl]llC d gd lia polirneri7¡1do. se rctlfan las pinzas. 1;1 liga y cl peine. t..-:nit:ndo ct1iJaJn tk 

romper los pozos. con la ayuda J..:: una jeringa y huffcr \ X se retir,1 el c:-,.ceso de pol incrilamiJa 

5 A1'iaJir sull!ción d .. • buílL'r TBE 1 X en l,1 parte de bnja J.:: In c.imara de clectrol"oresis. colocar el gd en 

forma' crticnl terncndo cu1JnJo de que no se formen burbujas entre d gel y el bufkr. d gel se 

sostiene a la pan.:: superior d.:: la c~unara con un par Je pm¿~\S 

6 Se agrega huffl:r TBE 1 X ..-:n la parte surx;rior de la cúm;:irn Je maner•i que lo~ pozos que se rormaron 

con d pcin..-:n quL'den compktamente cubiertos con este. 

7 En papel parafilm se colocan got11ils dc butlt":r cargador de 1 µI :ipro-..imadam<..'llti;> se que me?:clan 

con l O rni(rolitros de la muestra de: DNA. y la m..-:zcla ~c coloca cn un pozo 

X Colocas las t;1pas y los cables de corri.:nk los conecias a J;i fuenk: de: poJcr. el cornmicnto se rcaliz<1 

:1 200 \'Olts 1 hr 

PREPARACIÚ1V DE REACTIVO.\': 

Acrilamida 29: l 

Acrilamida 38.7 g 

13g 

Fn ,·aso de prL·cip1tado coloc:u aproximadamenk 30 ml Je agun d...:smincr;llin1da ~· L'SI<..: coloc~1rlo en la 

pla11(h;1. se prende la plan(h<i y se le agrega una mosca al \'aso. se agrc~a poco a poco la ar.:nl,1midi1. 

posteriormcntc ~e k agrega la hisa(nlarrnda y finalm<::ntt: se afora 100 ml 

Pcrsulfalo de amonio 

Pcrsulfato Je amonin lo 'Yo 

Dísoh er la sal en agua de~mincr<1l1:t~1da y aforar a 1 O ml 

Buffer TBE 10:\: 

LDTA 

Tris 

1\cido Borico 

PM 37:::'..2 gr 

Pi\1121 1 g 

PM 61.844 g 

0.02 M 

0.89 M 

0.80 J\..1 

10 g/O 1 L 

40m1Jesol5 M/lL 

1 OS.8 gil L 

55.04 gil L 



Buffer carJ!ador 

Azul de hromofenol 

Xikncianol 

Glicerol 

0.::>5 'Yo 

30 '}o 

::>::- mg/!Oml 

::>5 mgllOml 

3 ml/lOml 

Mezclar nmhos colorantes con d glicc:rol \' aforar a ! O mi con ¡_¡guci desion1zada 

Tinción de geles de poliacrilamida con nitrato de plata 

Fundamento: Exiskn d1kr..::n1es tipo.~ 1.k tinc1ón. entre dios b de plaL.1. ln cual ..::s una kcnica muy scnsibk. que 

dct...-:cw. desd...-: \ Spg por banda El gd es tratad\) con sales de plata que por su carga positi\·a ~on :nraidas por la 

carga negativa de los fragmentos d...-: DNA y pos...-:c la carocteristica de producir coloración negra o cannehta. esto 

debido a l<i r...-:ducción d...-: los iones 1.k: plata (Samhrook y Russdl 2001} 

,~/A TER/A!_ 

Charola di;: plástico 

Bolsci de plnstico 

REAl.T/VOS 

',- Solución ti.iadoro 

Solución de trnc1ón 

Soltición reveladora 

PROCEDIMIENTO 

RIO'tirar el g<..'1 de la c,·1111<1rn de ..::kctrnforesis 

2 Colocar el gel en la charola Je pl:1stico. agregar solución fijadora suficic:nte para cubrir d gel. y 

agitar por 10 min (p<1.s.:ido el 11~·111po decmtar) 

3 Adicionar la "ºlución de tinción . .igitar 5 m111 (dccantar} 

..J.. Realizar 1 lay;:ido con agtia biJcst1lada y decantar 

5 Agregar un poco d<o' soluc1011 rc\·cladora par:1 ...,·liminar d C\:CL'.SO d.._· solución de tmción y (.kc.1nt.1r 

6 Agregar .solución rc,·cladora y <tgllar hasta que las bandas :.can \·isihk.s. decantar la solución ;. 

realizar un la\'ado con agua hide~tilad:i 

7 Guardnr el gel en una b\iba de plüstico 
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PREPARACIÚN DE REACTIVOS 

Soludón Fijador,¡ 

10%. 

:\udo _.\c,,,;11co 0.5 % 

100 ml/lL 

5 mi/\ L 

Ln un m:itra/_ l'Olocar agua desminernlizada. agregar d etanol y d acido acdico. aforur a 1 L 

Soluciún de tinción 

Nitrato d.: pl~lla 2 g/I L 

Prepar<ir 11 d-.- ~oluc1ón 1í.iadora. agn:gar el nitrmo d.: pbw. mesclar bien y colocar en un frasco obscuro 

S()iudún n·,·d:-1dor:-1 

NaOH 

Formaldeh1Jo 

3 °/o 30 g/I L 

5 ml/1 L 

ColnG1r agua Jcsmineral1zada .:n un matraz Je 1 L agregar las kntejas. agitar hast<i que se df:.;ueh·;m. 

p()stcrionncntc agregar el fonnaldehido y finalmente aforar :i 1 L 
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